Study of Growth Promotion and Mechanism of Microalgae by Steel Slag by 野上  礼次郎
鉄鋼スラグによる微細藻類の増殖促進とその作用機
序に関する研究
著者 野上  礼次郎
その他のタイトル Study of Growth Promotion and Mechanism of






































































































とが初めて確認された。さらに、クロロフィル a （Chl a）濃度も SMS 濃度依存
的に増加することが明らかとなり、クロロフィル a/b 比（Chl a/b）の増加が増殖
を促進させていることを示唆する結果が得られた。ただし、SMS の添加は、培







第 3 章では、SMS からの鉄の溶出の影響を検証するため、培地から鉄を欠
乏させた条件下でボトリオコッカスの培養を行なった。鉄欠乏条件において、
SMS から溶出した Fe が、Chl a の蓄積に顕著な効果を示すことが明らかになっ
た。また、SMS 添加によって、代謝物の組成が変化することから脂質生産のテ
ーラーメイド化につながると考えられた。 
第 4章では、これまでの SMS の影響に関する検討が淡水や海水といった pH
中性付近に限定されていたことから、アルカリ環境で生息するスピルリナ







第 5章では、スピルリナの同種異株である（Arthrospira platensis NIES-39）に






い SMS 添加濃度 5g L-1において、最大の増殖促進が認められ、細胞を加えない
場合には 5g L-1で最も Feが溶出していたことから、培養開始時に溶解している
Fe を取り込むことにより、増殖促進効果を示したと考えられる。一方で、溶解
度図から、培地中の鉄イオンは水酸化物を形成し沈殿することが示唆された。
SMS からの Ca 溶出に起因する水酸化鉄の形成と考えられた。その裏付けとし
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は 55 年ほどと見積もられている 2)。技術革新によってこれらの数字が変動する
こともあり得るが、枯渇してしまう前に対処する必要がある。他方では、さらに
世界の食糧問題もまた、この 21世紀における最も深刻な社会問題である。2015
年に世界人口は 70 億人を突破しており、2040 年には 90 億人に達する見込みで









































































加することによって容易に達成される。Chen らは、グルコース（2 g L-1）や酢酸
（4 g L-1）の添加によって、対照区に対してそれぞれ 2.38、1.53倍の増殖促進効





て、培地に焼酎粕 30)または有機排水 31), 32)や海水 33), 34)を適用する検討もなされ
ている。例えば Ak は、有機排水を用いることで培養コストを 80%削減できたこ
とを報告している 35)。海水は安価に手に入れられるうえに、硝酸塩などのマク
ロ栄養塩が利用されずに残存している海域が全海洋面積の約 25%存在すると言






















図 1.3.1. 鉄鋼スラグの種類49) 
 
 







唯一、クロレラを用いて検討されている 62)。 SMS による効果は、光合成に必
要な元素である鉄の溶出に基づく効果であること 63)や、pH上昇に付随する培
























Seawater Isochrysis galbana 14 Nakamura et al.57) 1998 
  Emiliania huxleyi 14 and 19 “ “ 
  Chlorella sp. 13 “ “ 
  Amphidinium carterae 13 “ “ 
  Synechococcus sp. 12 “ “ 
  Tetraselmis tetrathela 12 “ “ 
  Skeletonema costatum 12 “ “ 
  Chaetoceros gracile 11 “ “ 
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  Thalassiosira guillardii 7 Haraguchi et al.58) 2003 
 Skeletonema costatum 9 鈴木と山本 56) 2005 
 Alexandrium tamarense 9 “ “ 
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 Skeletonema costatum 9 Yamamoto et al.63) 2016 
















表 1.4.1. 製鋼スラグの溶出挙動に関する既往の研究 
Condition Authors years 
Seawater Miki et al.67) 2003 
 二塚ら 65) 2003 
 Futatsuka et al.68) 2004 
 Miki et al.69) 2004 
 Zhang et al.72) 2012 
 Yamamoto et al.63) 2016 
Fresh water 横山ら 70) 2009 
 Yokoyama et al. 66) 2010 
 Yokoyama et al.71) 2012 
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（Takahashi et al., 2012, 2016）ものの、BFS については未だ報告されていない。
そこで本章では、淡水性の光合成微細藻類（緑藻）の 1種であるボトリオコッカ
ス（Botryococcus）に対する SMS および BFS 施用の効果について検討した。こ
の検討により、クロレラ以外の淡水性微細藻類にも SMS による増殖促進効果が





本研究で用いたボトリオコッカス、Botryococcus braunii NIES-2199 は国立環境
研究所(Tsukuba, Japan)から分譲していただいた。ボトリオコッカスは300mLフラ
スコ中、200mLのBG-11培地を用いて培養した。BG-11培地組成は以下のとおり
である。濃度組成 (mg L−1): NaNO3 , 1500; K2HPO4, 40; MgSO4・7H2O, 75; CaCl2・
2H2O, 36; Citric acid, 6; Ferric ammonium citrate, 6; Na2EDTA-Mg, 1; Na2CO3, 20; 
H3BO3, 2.86; MnSO4・5H2O, 2.5; ZnSO4・7H2O, 0.22; CuSO4・5H2O, 0.08; Na2MoO4・
2H2O, 0.02。SMSは、上城義信氏(日出町役場農林水産課)、BFSは篠崎信也博士（元
九州工業大学教授）から提供していただいた。SMSの成分組成は蛍光X線分析装





表2.2.1.  製鋼スラグの元素構成 
Element Fe Ca Mn Si Mg Al S P 
mass % 
45.44 39.22 7.15 4.18 1.96 1.40 0.36 0.29 







表 2.2.2. 高炉スラグの元素構成 
Element SiO2 Al2O3 Fe2O3 TiO2 MnO CaO 
mass % 
33.98 14.38 0.38 0.54 0.18 43.2 
±7.08 ±2.23 ±49.28 ±0 ±5.65 ±37.32 
Element MgO Na2O K2O P2O5 Cr2O3  
mass % 
5.9 0.19 0.27 0.01 0.03  
±3.38 ±0 ±0 ±0.59 ±0  
 
 
SMS と BFS はデジタルノギスで三方向の直径を測定し、蒸留水に浸漬して 1
分後の pH変化の結果から（図 S.1, 図 S.2）、直径 2mm 以下のスラグを実験に用
いた。各スラグは デジタルノギスで選別し、最終濃度がそれぞれ 0、0.05、0.5、
5 g L-1となるように調製した。滅菌処理として 121℃で 20 分間のオートクレー
ブ処理を行なった。ボトリオコッカスは白色蛍光灯による光強度 8500 lux の光
を 12h/12h の明暗周期で照射し、25-28°C で培養した。全てのフラスコは静置培
養され、一日に二度手で振盪させた。 培養期間として、SMS 試験区は 60日間、
BFS 試験区は 80日間培養した。 
 
2.2.2 細胞の増殖とバイオマス定量 
細胞増殖曲線は、分光光度計 UV-1200 UV-vis Spectrophotometer (Shimadzu, 
Japan)を用いて、680nm の細胞濁度測定により作成した。バイオマス重量は乾燥








粒子径 0.5μm のフィルター(ADVANTEC, GC-50)を用いてろ過した。ろ取した細
胞を氷冷した乳鉢上でフィルターごとすり潰し、蒸留水を加えて濃度を 80%に
したアセトンを加えて抽出した。この抽出懸濁液を、フィルターホルダー(スウ
ィネクス)に装着した直径 25mm で保留粒子径 0.5μm のフィルター(ADVANTEC, 
GC-50) を用いてろ過した。ろ取物を再度 80%アセトンで抽出し、全ての抽出物




ろ液を 80%アセトンで 10mLにメスアップし、663、645、470nm の吸光度を測定




Chlorophyll a (μg mL−1) = 12.21 × Abs663nm − 2.81 × Abs645nm 
Chlorophyll b (μg mL−1) = 20.13 × Abs645nm − 5.03 × Abs663nm 

















シリーズ, 島津製作所）を用いて測定した。標準試薬に多元素混合標準液 W-I, W-





溶解度図計算はMikiらの方法で行なった 3)。実験環境は 25℃で 1気圧と捉え、
マグネシウムとカルシウムと鉄の標準生成ギブスエネルギーはMikiらがリスト







aA + bH2O = cB + dH
+・・・・・(1) 
 
ここで、a, b, c, d, eは化学量論係数であり、A, Bは水溶液中のイオンあるいは水
溶液と共存する固体種または液体種である。H2Oは水、H+は水素イオンである。
(1)式の平衡定数 K は次式で与えられる。 














log 𝐾 =  𝑐 log a𝐵 + 𝑑 log a𝐻+ − 𝑎 log a𝐴 − 𝑏 log a𝐻2𝑂 
 
ここで、活量 aは活量係数 γとモル濃度 C で式(4)のように表すことができる。 
 













𝑐 log𝐶𝐵 − 𝑎 log 𝐶𝐴 = log 𝐾 +  𝑑pH −  𝑐 log𝛾𝐵  +  𝑎 log 𝛾𝐴・・・・・(7) 
 
と表せる。 














求めたギブスの自由エネルギー変化を(2)式に代入して log K を求める。さらに
これを(7)式に代入する。イオン物質から固体物質が生成する反応では、固体の




𝑐 log𝐶𝐵 = log 𝐾 +  𝑑pH −  𝑐 log𝛾𝐵・・・・・(9) 
 
計算に用いた化学ポテンシャルおよび活量係数をそれぞれ表 2.2.4.1 と表 2.2.4.2
に示す。 
 
表 2.2.4.1. 化学ポテンシャルの値 
Chemical species State μ̊/J 
H+ aq 0 
HCO3- aq -587085 
CO32- aq -528129 
Ca2+ aq -553067 
Mg2+ aq -456036 
Fe2+ aq -84939 
CO2 g -394389 
H2O l -237141 
CaCO3 s -1128811 
Ca(OH)2 (CaO hyd.) s -898421 
MgCO3 s -1028124 
Mg(OH)2 (MgO hyd.) s -833652 







表 2.2.4.2. 活量係数 
Chemical species Activity coefficient 













ここで、化学種 MxNyの濃度を z mol/L とおけば、M と N の濃度はそれぞれ xz 










表 2.2.4.3. 溶解度積 













図 2.3.1.1は(a) SMSまたは(b)BFSを添加したときの Botryococcus braunii NIES-
2199の増殖曲線である。SMS を施用した図 2.3.1.1 (a)の結果から、培養 20日目
までは SMS の添加効果は認められなかった。20日目以降、SMS 5 g L-1試験区で
対照区より細胞濁度が増加した。BFS を施用した図 2.3.1.1 (b)の結果においても、
培養 20 日目以降に BFS 5 g L-1試験区で増殖促進が確認された。SMS 施用の場
合と異なり、BFS 0.5 g L-1試験区においても増殖促進が確認され、BFS 5 g L-1と
ほぼ同等な促進効果が認められた。図 2.3.1.2 は、対照区の増殖を 100%としたと
きの各試験区の増殖率を示している。図 2.3.1.2 (a)の結果から、培養 60日目には
SMS 5 g L-1試験区で対照区の 1.73 倍の増殖促進率を得た。図 2.3.1.2 (b)より、
BFS 0.5 および 5 g L-1試験区でそれぞれ 2.25 と 2.32倍の増殖促進結果を得た。
図 2.3.1.3は Botryococcus 培養中の pH変化の図である。SMS および BFS 濃度依
存的に培地の pHが高くなることが明らかとなった。また興味深いことに、増殖
促進効果が得られ始めた 20日目に対照区の pHは、(a)、(b)いずれも極大値を示
していた。さらに BFS は SMS より長い培養期間中、高い pH を維持していた。
類似した結果として、Takahashi らは電気炉スラグを淡水中に施用して Chlorella 
































































図 2.3.1.2. スラグを添加しない対照区の増殖を 100%としたときの（a）製鋼ス
ラグまたは（b）高炉スラグの添加時の相対的増殖促進率（░：0.05 g L-1、■：0.5 




















































図 2.3.1.3. ボトリオコッカス培養中の培地 pHに対する（a）製鋼スラグまたは




図 2.3.2.1 は、培養 60 日目における（a）SMS、または培養 80 日目における
（b）BFSが乾燥重量と色素濃度に及ぼす影響を示した結果である。図 2.3.2.1（a）
において、乾燥重量と各色素ともに SMS 濃度依存的に増加した。一方で、クロ
ロフィル a（Chl a）は、SMS 0.5 と 5 g L-1添加で顕著に増加した。図 2.3.2.1（b）
において、乾燥重量と各色素ともに BFS 濃度依存的に増加した。一方、BFS0.5
と 5 g L-1 では乾燥重量は同等な値を示した。杉江らは海洋性微細藻類の
Thalassiosira oceanicaと Thalassira oceanicaの 2種に対して SMSを添加したとこ
ろ、FeCl3 を加えたときと同等の Chl 蛍光を観測したことを報告している 8)。
Yamamoto らは SMS の添加によって、対照区の人工海水や鉄粉末もしくは硫酸
鉄を加えたときよりも Chl a濃度が増加したことを報告した 9)。したがって、ボ
トリオコッカスの Chl 蓄積に対し、SMS 由来の鉄が寄与したと考えられた。Chl 
a/b 比を算出したところ、スラグ濃度の上昇に伴って Chl a/b 比が増加していた
（図 S.3）。一方で、スラグ中の鉄濃度が、SMS よりも低い BFS においても Chl 































































































































図 2.3.2.2 は、培養 60 日目における（a）SMS、または培養 80 日目における
（b）BFS が脂質蓄積に及ぼす影響に関する結果である。図 2.3.2.2 (a)から、脂質
濃度は SMS 濃度依存的に増加した。脂質含有率は SMS 0.05 g L-1添加で最も増
加したが、顕著な差ではなかった。図 2.3.2.2 (b)から、脂質濃度は BFS 濃度依存
的に増加した。脂質含有率は BFS 0.05 g L-1添加で最も増加した。BFS 5 g L-1添






































































































の溶解度図を図 2.3.3.1 に示す。SMS 濃度依存的に Ca 濃度が上昇した。このこ
とは、SMS から Caが溶出していたことを示している。SMS 5 g L-1試験区のみ、
炭酸カルシウムが生成する pHと濃度領域に達していた。Mg と Feに関しては、
イオン状態として存在する濃度と pH であり、SMS 添加による対照区との違い
は見られなかった。Mgや Fe に関する溶解度図結果から、SMS 添加によって溶
出した Mgや Fe と増殖に相関は無かったため、細胞を増やす因子ではないとい
うことを示している。 
図2.3.3.2は、BFS添加実験時のBG-11培地における各元素の溶解度図である。
BFS の濃度依存的に Ca濃度は上昇した。SMS と同様に Caが BFS から溶出した
と考えられる。さらに、BFS 0.5 と 5 g L-1試験区で、炭酸カルシウムが生成する
pH と Ca 濃度の領域に達していた。また、図からは炭酸カルシウム平衡曲線上
で pH 変化と Ca 濃度変化が観測され、これは強い緩衝作用が働いたためと考え
られ、BFS からの溶出と緩衝作用による沈殿が繰り返されたと考えられる。Mg 
と Fe に関しては、イオン状態として存在する濃度と pH であり、BFS 添加によ
る対照区との違いは見られなかった。Takahashi らは電気炉スラグを用いた研究







出に伴う pH 上昇が CO2の溶解を促進させたという Takahashi らの結果を支持し




培地中の無機成分は、BG-11培地に含まれる元素と SMS や BFS に含まれる元
素について、ICP によって測定した。Mn、Mo、Co、Cu、Fe、Zn、Na、K、Ca、
Mg、B、P、Cr、Cd、Al、Ni の経時変化は図 S.5～図 S.8 に示した。毒性が報告
されている重金属の Cu、Cr、Cdの濃度は約 0.02 mg L-1以下の濃度を示した。環
境省が定める環境規制値の許容限度は銅 3 mg L-1、六価クロム 0.5 mg L-1、カド








Onalo らはクロム 0.018 mg L-1、カドミウム 0.081 mg L-1、銅 0.099 mg L-1、ヒ
素 21.99 mg L-1を含む排水をボトリオコッカスに対して適用した。ボトリオコッ
カスの比増殖速度は、ネガティブコントロールの蒸留水と比較すると、排水添加
量 25%と 100%ではほとんど変化がないことを報告している。さらに、培養後に
含まれる重金属濃度は、クロム約 0.001 mg L-1、カドミウム約 0.079 mg L-1以下、












図 2.3.3.1. ボトリオコッカスの培養に適用した（a）Ca、（b）Mg、（c）Fe の溶

































































図 2.3.3.2. ボトリオコッカスの培養に適用した（a）Ca、（b）Mg、（c）Fe の溶
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本章で用いたボトリオコッカス、Botryococcus braunii NIES-2199 は国立環境研
究所(Tsukuba, Japan)から譲渡していただいた。ボトリオコッカスは 300mL フラ
スコ中、100mL の BG-11 培地を用いて培養した。BG-11 培地組成は以下とおり
である。濃度組成(mg L−1): NaNO3 , 1500; K2HPO4, 40; MgSO4・7H2O, 75; CaCl2・
2H2O, 36; Citric acid, 6; Ferric ammonium citrate (FAC), 6; Na2EDTA-Mg, 1; Na2CO3, 
20; H3BO3, 2.86; MnSO4・5H2O, 2.5; ZnSO4・7H2O, 0.22; CuSO4・5H2O, 0.08; 
Na2MoO4・2H2O, 0.02。基本培地を BG-11 培地とし、硝酸ナトリウム（NaNO3）
を加えない培地（-Nitrate）、およびクエン酸鉄アンモニウム（FAC）を加えない
培地（-FAC）、またはいずれも加えない培地（-Both）の 3種類を調製した。直径
2mm 以下の SMS をデジタルノギスで選別し、 0.5, 5, 50 g L−1となるよう培地に
加えた。ボトリオコッカスは 4 ヶ月間 BG-11 培地で前培養した後、実験用に植









を行った。TG/DTA は、乾燥細胞約 3mgをアルミパンに入れ、Seiko Instruments 
Inc. EXTER 7200 TG system を用いて、窒素ガス流（100mL/min）下で、昇温速度








ック（株）製 OMNIC Specta 2.0.を用いた。 




透過光による顕微鏡観察は倍率 40 倍の対物レンズを備え付けた Motic BA210
（島津製作所）を使用し、画像の取り込みと撮影にMotic Image plus 2.2s（島津
製作所）を使用した。Nile red染色による脂質の蛍光観察は フィルターキューブ
L4 (excitation filter: 450-490nm, suppression filter edge wavelength: 515-560nm)を備
え付けた Leitz DMRBE fluorescent microscope (Leica, Hawthorn East, Australia) で、
倍率 40倍の対物レンズで観察を行なった。画像の取り込みには AS ONE HDCE-
10C digital camera を使用し、撮影に ScopeImage 9.0 を使用した。Nile red 染色液
は Nile red試薬 3mgにジメチルスルホキシド（DMSO）を 10ml 加えて調製した。






下でのボトリオコッカスに対する SMS 添加の増殖促進効果を確認した。第 2章
で既に述べたように、淡水性微細藻類 B. braunii に対する SMS の増殖促進効果
は明らかであった。一方、第 2 章では BFS において 0.5 g L-1が至適濃度である
と考えられたが、SMS については 5 g L-1が至適濃度であったか不明であった。
そこで、5 g L-1に加え、50 g L-1の検討を行なった。 
図 3.3.1.1は、異なる SMS添加量に対する B. brauniiの増殖曲線を示している。
増殖促進効果は SMS濃度依存的に得られた。特に、SMS 5または 50 g L-1添加
時に、培養後半に顕著な効果が得られた。最大の増殖促進効果は、SMS 5 g L-1添
加によって 60日目に対照区よりも 1.39倍の結果が得られた。SMS 50 g L-1添加
試験区において、培養初期のマイナスの値は、SMS からの成分溶出による濁度
の影響が強く表れたためと考えられる。 
Botryococcus 培養中の pH 変化を図 3.3.1.2 に示す。SMS 添加により、pH は対







な効果をもたらさなかった（図 S.9）。初期 pH調節による培養中の pHの変化は






































図 3.3.1.2. 培地 pH に対する製鋼スラグの影響（●：対照区、Δ：0.5 g L-1 SMS、




図 3.3.2.1 はボトリオコッカスの細胞形態を示している。図の結果から 0 日目
と 20日目に、0.5と 5 g L-1の SMS 添加では細胞形態に大きな影響はないと考え
られる。しかしながら、50 g L-1の SMS 添加によって細胞へ影響を及ぼしている
と考えられる。細胞はクロロフィルを持つため緑色に観察されたが、黒色の粒や
細かな粒子が細胞の周囲や細胞外マトリクスと考えられる場所で形成していた。





5 g L-1試験区において見られるように、20 日目以降に細胞密度の高いコロニー
を形成していた。これは、図 3.3.1.1 の増殖促進結果を反映しており、コロニー
















図 3.3.2.1. ボトリオコッカスの細胞形態に対する製鋼スラグの影響 
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より SMS を加えない-FAC 培地と比較して、1.34 倍の増殖促進が得られ、SMS
を加えない BG-11 培地と比較して 1.49 倍増殖した。Sugie らは、増殖速度が定
常状態に達した際、スラグの添加または鉄を加えたときの一時的な増殖速度の
増加の類似性を報告している 1)。本研究では、鉄を含む-Nitrate培地では SMS を
加えても最大細胞濁度が増加していないのに対し、-Both 培地では SMS 添加区
の方が高かった。これは、SMS から鉄が溶出したことに起因する増殖であった
と考えられる。 
Botryococcus を培養している最中の pH 変化を図 3.3.3.5～図 3.3.3.9 に示す。 
pH の上昇は SMS を加えた場合に大きく、より増殖が速かった試験区で対照区
よりも pH は高く維持された。一方、増殖が飽和した SMS 添加区では培地対照

























































































図 3.3.3.5. BG-11培地でボトリオコッカスを培養したときの pH変化（●：対照
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調べた。結果を図 3.3.5.1 (a)および(b)に示す。Botryococcus の脂質含有量は BG-
11 培地に SMS を添加して培養すると、BG-11 培地区に対して約 1.32 倍に脂質
含有量が増加した。一方、窒素源欠乏下で SMS を添加すると影響を受け、約 1/4
まで減少した。クロロフィル蓄積は栄養制限下でほぼ完全に抑制された。しかし、
クエン酸鉄アンモニウム欠乏下で SMS を添加すると、BG-11 培地に SMS を添
加した場合と同程度にクロロフィル a が回復した。Haraguchi らは粒径 5-20μm
の SMS を海水培地に施用して植物プランクトンを培養した場合に、クロロフィ
ル蛍光強度が増加したことを報告している 2)。Nakamura らは、珪藻類の





クロロフィル a が回復したことは、SMS から溶出した鉄に起因していたと考え




































































培養 60 日目の Botryococcus 細胞の存在下または不在下での培地中の成分を、
ICP を用いて測定した結果を図 3.3.6.1 に示す。結果から明らかなように、SMS




も BG-11 培地と同等の濃度が検出された。SMS の一種である電気炉(EAF)スラ
グ中のWustiteと Brownmillerite からは、表面浸食によりMg、Al、Si 及び Caが
水中に溶出することが報告されている 4)。Wustite [(Fe,Mg,Mn)O/MgO–FeO]や
Brownmillerite [Ca2(Al,Fe)2O5·(4CaO·Al2O3·Fe2O3)]の化学種から、鉄が溶出してい
ると考えられる。SMSを加えた BG-11培地試験区の P 濃度は栄養が制限された
条件よりも高かった。P 濃度の減少は脂質含有量に影響を与えると考えられる。
これは図 3.3.6.1 (a)に示す対照区で得られる高い脂質含有量の結果をもたらした
と考えられる。Ruangsomboon は、Botryococcus braunii KMITL 2 に対して、リン
濃度が細胞の増殖と脂質生産に影響を及ぼすことを報告している。また、硫酸鉄
を濃度依存的に加えると、鉄濃度が 27 mg L-1のときに最も高い脂質含有率を報
告した。さらに硫酸鉄を加えると増殖は抑制されないが、脂質含有率が減少する
ことを報告した 5)。Yeesang（2011）はボトリオコッカスの 4 株に対して三価の
鉄を加えると濃度依存的に脂質含有率が増加することを報告した 6)。本研究で
は、BG-11培地区に SMS を加えると、培地中の鉄濃度が増加していた。このこ


















































































































































表 3.3.8.1. FT-IR 解析から推定されたボトリオコッカスの生産物 
Culture Order of main peak  Chemical Fit rate (%) 
BG-11 
1st Ethylene Vinyl Acetate 
88.36 
2nd Poly (phthalamide) 







3rd Sorbitan Sesquioleate 
4th Hydroxypropyl-β-Cyclodextrin, MS=0.8 
-FAC 
1st Ethylene Vinyl Acetate 
90.09 
2nd Sorbitan trioleate; Span 85 
3rd Collagenase Type VII High Purity 
4th Hydroxypropyl-β-Cyclodextrin, MS=0.6 
-Both 
1st Ethylene Vinyl Acetate 
89.48 
2nd Sorbitan trioleate; Span 85 
3rd Poly(Ethylene:Propylene:Diene) 






















えられる。-Nitrate試験区では、Sorbitan trioleate; Span 85 が類推結果に挙がり、-
Both 試験区では Sorbitan Sesquioleate が類推結果に挙がった。いずれもオレイン
酸が代謝されたことを示している。 













表 3.3.9.1. FT-IR 解析から推定された製鋼スラグを添加して培養したときの
ボトリオコッカスの生産物 
Culture Order of main peak  Chemical Fit rate (%) 
BG-11 
1st Ethylene Vinyl Acetate 
83.67 
2nd Collagenase Type VII High Purity 
3rd Castor Oil, dehydrated 
4th Glyoxal, 40 wt.% Solution in water 
-Nitrate 
1st Ethylene Vinyl Acetate 
85.68 
2nd Sorbitan trioleate; Span 85 
3rd Poly(Ethylene:Propylene:Diene) 
4th Hydroxypropyl-β-Cyclodextrin, MS=0.8 
-FAC 
1st Ethylene Vinyl Acetate 
82.72 
2nd Calcium Carbonate, 99.995+% 
3rd Polyarylamide 
4th Hydroxyethyl-β-Cyclodextrin, MS=1.6 
-Both 
1st Polyethylene white layer (TiO2) 
81.56 
2nd Calcium Carbonate, 99.995+% 
3rd Sorbitan Sesquioleate 




本章において、第 2章で未検討の 50 g L-1SMS の添加を検討した。その結果 5 
g L-1 が至適 SMS 添加濃度であることが明らかとなった。次に栄養塩欠乏時の
SMS の添加効果について検討したところ、全ての SMS 添加区で添加しない培養
区より速く増殖した。FAC を欠乏させて SMS を加えて培養すると最も高い増殖
を示したが、脂質含有量は基本培地で培養したほうが高かった。クロロフィル a 
(色素)の濃度は SMS を加えなければ全ての培養区で低い値を示したが、SMS を
加えることで基本培地および FAC を欠いた培養区で色素濃度が回復した。色素
濃度は光合成効率に影響を与え、増殖促進に寄与したことは明確であった。FT-













1) Sugie K, Taniguchi A (2011) Continuous supply of bioavailable iron for marine 
diatoms from steelmaking slag. ISIJ International 51: 513-520. 
2) Haraguchi K, Suzuki K, Taniguchi A (2003) Effects of steelmaking slag addition on 
growth of marine phytoplankton. ISIJ International 43: 1461-1468. 
3) Nakamura Y, Taniguchi A, Okada S, Tokuda M (1998) Positive Growth of 
Phytoplankton under Conditions Enriched with Steel-making Slag Solution. ISIJ 
International 38: 390-398. 
4) Mombelli D, Mapelli C, Barella S, Gruttadauria A, Saout GL, Garcia-Diaz E (2014) 
The efficiency of quartz addition on electric arc furnace (EAF) carbon steel slag 
stability. J Hazard Mater 279: 586-596. 
5) Ruangsomboon S (2012) Effect of light, nutrient, cultivation time and salinity on 
lipid production of newly isolated strain of the green microalga, Botryococcus 
braunii KMITL 2. Bioresource Technol 109: 261-265. 
6) Yeesang C, Cheirsilp B (2011) Effect of nitrogen, salt, and iron content in the growth 
medium and light intensity on lipid production by microalgae isolated from 
freshwater sources in Thailand. Bioresource Technol 102: 3034-3040. 




















strain M135はAlgal Biotechnology Department, Institute of Biotechnology, Vietnam 
Academy of Science and Technology (Hanoi, Vietnam)から提供していただいた。供
試株は、250 mLフラスコ中で100 mLのSOT培地を用いて培養した。SOT培地組
成は以下の通りである。単位(mg L−1)： NaHCO3, 16,800; K2HPO4, 500; NaNO3, 500; 
K2SO4, 1,000; NaCl, 1,000; MgSO4·7H2O, 200; CaCl2·2H2O, 40; FeSO4·7H2O, 10; 
Na2EDTA·2H2O, 80; H3BO3, 2.86; MnSO4·5H2O, 2.5; ZnSO4·7H2O, 0.22; CuSO4·5H2O, 










内炭水化物の測定は、まず凍結乾燥した細胞100mgを分取し、 2.5 M HCl水溶液 
(20 mL)を加え、30分間沸騰水中で加水分解させた。その後、溶液のpHが 7 とな
るようにNaOH水溶液(5 M) で調整し、さらに蒸留水を加えて50 mLにメスアッ
























図 4.3.1.1は、A. platensis M135 を異なる濃度の SMS の添加時に培養したとき
の増殖曲線を示している。SMS を添加した全ての試験区で増殖が促進される結
果を得た。図 4.3.1.2 は各培養日数における対照区の増殖量を 100%としたとき、
SMS を添加して培養した試験区の増殖率を示している。 試験区における増殖促
進は培養 5 日後から確認され、最も高い増殖促進率は、培養 20 日後 10,000 mg 
L−1の SMS 添加で対照区の 1.62 倍に達した。培養 60 日目には、500 mg L−1 の
SMS 添加で対照区の 1.27倍の増殖促進率が得られた。本実験における増殖促進
挙動は、A. platensis に対する EDTA と 2 価および 3 価の鉄イオンに起因した増
殖と酷似していた 6)。SMS の一種である電気炉（EAF）スラグ中の Wustite と
Brownmilleriteからは、表面浸食によりMg、Al、Si 及び Caが水中に溶出するこ
とが報告されている 7)。Wustite [(Fe,Mg,Mn)O/MgO–FeO]や Brownmillerite 
[Ca2(Al,Fe)2O5·(4CaO·Al2O3·Fe2O3)]の組成を考慮すると、A. platensis M135 が利用
可能な Fe を溶出していると考えられる。さらに、Zhang らの溶解度図に基づく










図4.3.1.1. 製鋼スラグを用いて培養したときのA. platensis M135株の増殖曲線
（●：対照区、■：50 mg L−1、：100 mg L−1、：500 mg L−1、：1,000 mg L−1、
：10,000 mg L−1）  
 
図 4.3.1.2. 対照区の増殖を 100%としたときのスラグ添加時の相対的増殖促進
率（■：対照区、░：50 mg L-1 SMS、■：100 mg L-1 SMS、□：500 mg L-1 SMS、■：






























































図4.3.2.1. A. platensis M135株の培養60日目の（a）炭水化物と（b）脂質の含有
量  
 
図 4.3.2.2 は、培養 1、30、45、60 日目における A. platensis M135 のタンパク
質含有量を示している。図から明らかなように、1,000 mg L-1の SMS 添加濃度ま
ではタンパク質含有量は 45日目までの培養期間中、SMS の濃度に応じて増加し




オンとキレート剤 EDTA の添加によって減少することが報告されている 6)。強
































































研究の SMS 添加系には EDTAのようなキレート剤は加えていない。そこで、増
殖促進による影響とも考えられた。 
タンパク質含有量の変化に対する別の考察として、SMS 添加に伴う pH 増加
が挙げられる。A. platensis のアミノ酸含有量は pH 9で最大値を示すが、pHが 9
から変化することによって減少することが報告されている 11)。培地中の pH は
SMS から溶出する Ca と Mg によって影響を受ける。Mg の緩衝作用は pH が増
加しないように作用する。SMS からの鉄溶出はタンパク質を増加させるよう働





られる。45日目には、500 mg L-1の SMS 添加区で最もタンパク質含有量が高か
ったが、60日目には対照区が最も高くなった（図 S.12）。Boussibaらの報告 12)に
基づけば、本研究における 500 mg L-1の SMS 添加区は最も増殖促進した試験区
であったので、タンパク質の濃度変化は増殖促進を支持していたと考えられる。 
 

































図 4.3.3.1 は、培養 1、30、45、60 日目の SOD 活性の測定結果を示している。
培養 1 日目における SMS 添加区の SOD 活性は対照区よりも低かったが、30 日
目には対照区より高くなった。培養 30 日以降、時間経過に伴って SOD 活性は
減少したが、対照区では一義的に増加傾向を示した。既往の研究で、鉄成分が
Heterosigma akashio と Chattonella marina の増殖を促進させた一方、過酸化水素
生産が減少したとする報告がある 13), 14)。SOD 活性値の減少はスーパーオキシド
を過酸化水素に変換する頻度の減少を示している。本実験において、増殖促進さ
れた SMS 添加区における SOD 活性値の減少は過酸化水素の減少を意味してい
るため、鉄による増殖促進であったと考えられる。 






















4.3.4 増幅断片多型 DNAポリメラーゼ連鎖反応解析 
図 4.3.4.1は、SMS 添加量：0、50、100、500、1,000、10,000 mg L-1で培養した
A. platensis M135 株 6サンプルの培養 30、45、60日目における DNA 解析結果に
基づく系統樹を示している。異なる SMS 濃度で処理したサンプルの多型の程度
は、培養 30、45、60 日目でそれぞれ 7、28、33%と時間依存的に増加した。SMS
添加量が 0-1,000 mg L-1の範囲で培養したサンプルと 10,000mg L-1で培養したサ
ンプルとは、基本的に異なる結果が得られた。SMS 添加量 10,000 mg L-1で培養
したサンプルの遺伝的類似性係数は、培養日数とともに 0.923から 0.788 (または
0.824)、そして 0.444 にまで減少した。SMS 添加量 0-1,000 mg L-1の範囲で培養
60 日目の DNA は、対照区の DNA とほぼ同じであった。損傷した DNA の回復
は 60日目に 1,000 mg L-1 SMS 試験区で得られた。この結果は、低濃度の SMS 添






























図 4.3.4.1. 各製鋼スラグ添加区による A. platensis M135 株培養期間中の遺伝的
類似性の変化（対照区、50 mg L-1 SMS、100 mg L-1 SMS、500 mg L-1 SMS、1,000 
mg L-1 SMS、10,000 mg L-1 SMS）（A：30日目、B：45日目、C：60 日目） 
 
4.4 結論 
スピルリナに対して、SMS0.5 g L-1の添加により、培養 60日目に 1.27倍の増
殖促進効果を得た。各代謝物の濃度は、それぞれ増殖促進効果を支持する結果を
得た。SMS 添加による SOD活性値の結果より、SMS から溶出した鉄が、スピル
リナの増殖に影響を及ぼす因子であることが示唆された。SMS 添加による DNA
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第 5章 スピルリナの増殖促進メカニズムを理解するための溶解度図の適用 
 
5.1 実験目的 








Arthrospira platensis (Nordstedt) Gomont NIES-39株を用いた。培養は 300mLフラ
スコを用いて、200mLの SOT培地中で行った。インキュベーター庫内は、空気
通気のみ、温度は 25℃、白色蛍光灯を用いて照度を 12,000Lux(ケニスデジタル






濁液を採取し、直径 25mm で保留粒子径 0.5μm のフィルター(ADVANTEC, GC-
50)をフィルターホルダー（スウィネクス）にセットしたシステムを用いてろ過
した。次に、ろ取した細胞を氷冷した乳鉢上でフィルターごとすり潰し、0.01M
リン酸カリウム緩衝液(pH = 7.8) 6-8mL を加えて分散させた。再度、同様のフ
ィルターでろ過を行った後、濾液を 0.01M リン酸カリウム緩衝液(pH = 7.8)で
10mLにメスアップした。得られた液は、光路長 1cm の石英セル（AS ONE）に
移して分光光度計(島津製 UV-vis 1200)を用いて 615nm における吸光度を測定し
た。溶液中の色素（フィコシアニン）濃度の算出は下式に示した Boussiba と
Richmond の方法 1)に従った。ブランクは 0.01M リン酸カリウムバッファーで行
った。 
 










リンジフィルターでろ過したろ液を 80%アセトンで 10mL にメスアップし、光
路長 1cm の石英セルに移して 663nm の吸光度を測定する方法で行った。ブラン
クは 80%アセトンで行なった。クロロフィル a 濃度の算出は下式の Mackinney
の方法 2)に従った。 
 









まで 4℃で保存した。タンパク質含有量は Lowry 法に従って定量した 3)。まず、
A 試薬(0.1M NaOH に溶解させた 2% Na2CO3溶液)と B 試薬(1%酒石酸ナトリウ
ムカリウムに溶解させた 0.5% CuSO4溶液)から C 試薬(濃度比 A:B=49:1 wt/wt)を
調製した。粗タンパク質抽出液は 12,000 rpm で 5 分間遠心分離を行い、上澄み
をバイアル管に移して 90%アセトン水溶液を 40 mL加えて混合し、4℃で保管し
た。その後、保存していたバイアル管から混合液を 1.5 mL容量のエッペンドル
フチューブに 1 mL 移し、12,000 rpm で 10 分間遠心分離を行なった後、上澄み
液を除去した。この操作を混合液が無くなるまで繰り返した。得られた沈殿物は
クリーンベンチ内で風乾させた。乾燥後、0.01M NaCl 水溶液を 200 μL加え、ボ
ルテックスミキサーを用いてタンパク質を NaCl 水溶液に分散させ、10,000 rpm
で 20分間遠心分離を行った。上澄みから 30 μLをサンプル管に移し、C 試薬を
300 μL 加えた。撹拌後 10 分間静置し、Folin 試薬を 15 μL 加え、さらに撹拌後
30分間静置した。最後に 1655 μLの蒸留水を加えて光路長 1 cm の石英セルに移




















で保留粒子径 0.5μm のフィルター(ADVANTEC, GC-50)をフィルターホルダー
（スウィネクス）にセットしたシステムでろ過し、ろ取した細胞を蒸留水で洗浄
した。ろ取サンプルを氷冷した乳鉢上ですりつぶし、10 mM リン酸カリウムバ














対照区の増殖量は、報告された SMS 未添加の最大乾燥重量 4-7)よりも高かった。
そのため、本研究における対照区は良好な増殖であったと考えられるが、5 g L-
1の SMS 添加によって、さらに高い増殖量が認められた。これは、SMS による
増殖促進効果を強く支持する結果である。ただし、分散分析によると、有意差が
ないという検定結果となった。 
図 5.3.1.1 (b) は培養期間中の pH変化を示している。pHは 21日目まで培養経
過に伴って上昇した。最大の増殖が得られた 21日目には、試験区および対照区
ともに pH が 11.5～12 に達し、その後、SMS 添加 0.5および 5 g L-1の試験区で
はわずかに減少し、pH 11.5以下になる傾向を示した。pHの上昇は、スピルリナ
の増殖と相関関係にあり、15日目の SMS 濃度依存的な pH増加は、増殖促進と
の関係性を支持している。SMS から CaOが溶出すると水和反応によって水酸化
物イオンが生成しｐHを上昇させると考えられるが、7日目までは pHに顕著な









図 5.3.1.1. A.platensis NIES-39株の培養に対する製鋼スラグの効果（（a）増殖曲
線、（b）培養中の pH 変化（●：対照区、Δ：0.05 g L-1 SMS、□：0.5 g L-1 SMS、
○：5 g L-1 SMS）） 
 
5.3.2. スピルリナの代謝物解析 
図 5.3.2.1は A. platensis の色素含有量[(a) chlorophyll a, (b) phycocyanin] の変化
を示している。色素含有量は 7 日目まで顕著な変化を示さなかったが、培養 15
日目では、0.5 または 5 g L-1 SMS 添加区で対照区より高い数値を示した。ただ
し、分散分析による検定では、必ずしも有意差は得られなかった。さらに、培養
28日目になると、試験区の色素含有量は対照区と比較して、SMS 濃度依存的に
減少した。Ismaiel らはクロロフィル a に対して pH 8.5、フィコシアニンに対し
ては pH 9.0 で最大の色素含有量を報告した 8)。 この報告に基づくと、色素含有
量の減少は pH依存性が理由の一つである。しかしながら、初期 pH は対照区と
ほぼ同じであった。一方、Fe 欠乏による色素含有量の減少は、別種のシアノバ
クテリアである Aphanocapsa でも報告された 9)。鉄濃度に関する考察は、5.3.3節
の ICP による Feイオンの測定によって検討することにした。 










































いる 10)。クロロフィルの活性中心金属は Mg であるため、図 5.3.2.1(a)で示され
た 28 日目でのクロロフィル a の減少は、培地中の Mg 濃度の減少が原因の一つ




図 5.3.2.1. A. platensis NIES-39株の代謝物に対する製鋼スラグの影響（（a）クロ
ロフィル a、（b）フィコシアニン、（c）培養 21 日目のタンパク質含有率、（●：


























































































からの Ca、Mg、および Feの溶出は明らかであった。Ismaiel らは、SOT培地よ
りも高い鉄濃度によって、スピルリナが増殖促進されることを報告している 8)。





在下に比べて低かった。 さらに、時間経過に伴って Ca、Mg,、および Feの溶液
濃度は減少したが、それぞれの元素で異なる減少傾向を示した。Ca の培地中の
濃度は不安定的に増減していた。SMS からの溶出と培地中における沈殿作用が
混在して進行したためと考えられる。Mg の溶液濃度は、全ての試験区で 20 日
目以降にほとんど 0 になるまで急激に減少した。したがって、5.3.2 で述べた代
謝物の結果は、Mg濃度の減少が、28日目のクロロフィル濃度を減少させた原因











K、Ca、Mg、B、P、Cr、Cd、Al、Ni の経時変化は図 S.13 と図 S.14 に示した。
毒性が報告されている重金属：Cu、Cr、Cd の培地中の濃度は、細胞を培養した
場合には、それぞれ最大で約 0.056、0.023、0.011 mg L-1以下であった。環境省が
定める環境規制値の許容限度は Cu 3 mg L-1、Cr(VI) 0.5 mg L-1、Cd 0.03 mg L-1で
ある 11)。したがって、SMS の施用による重金属溶出は許容限度以下であること
がわかった。本研究において、SMS から重金属成分の溶出は、Crのみ顕著に確















図 5.3.3.1. SOT培地に対する製鋼スラグからの元素溶出（a）A. platensis NIES-
39株を培養したときの挙動（a-1：Ca、a-2：Mg、a-： Fe）と（b）A. platensis NIES-
39株を培養しないときの挙動（b-1：Ca、b-2：Mg、b-3：Fe）（●：対照区、Δ：






















































































































































するための有用な手段である。図 5.3.4.1は A. platensis 培養時の Ca, Mg, および























pH 依存的な平衡曲線は MgCO3 の標準化学ポテンシャルを用いて算出したのに
対して、pHに依存しない平衡曲線はMgCO3・H2Oの溶解度積から算出した。し













図 5.3.4.1. A. platensis NIES-39株の培養に対して適用した各元素の溶解度図（（a）














































































SMS から溶出した Fe の A. platensis の増殖メカニズムへの関与を理解するた
めに、SMS からの金属溶出による酸化ストレスに対する生物的応答を検討した。
図 5.3.5.1は SMS 暴露 21日目における A. platensis の SOD活性値を示している。
SMS 添加 5 g L-1の試験区では、それ以外の場合と比較して、Fe濃度が顕著に低
下していたこと (図 5.3.4.1) に対応して、SOD 活性値も顕著に減少していた。
Ismaiel らは、SOD アイソフォーム分析によって、鉄のストレスに応答して
A.platensis が鉄含有 SOD アイソフォーム（FeSOD）のみを調節したと結論付け
ており、スピルリナの SOD活性は鉄濃度依存的であると報告している 13)。した
がって、本研究の SOD 活性測定の結果（図 5.3.5.1）は、この報告に基づくと、





















































量と Fe欠乏（図 5.3.3.1）という実験結果をよく説明している。 
次に、SMS添加 5 g L-1の場合、SMSから CaOが溶出することによって Ca(OH)2





中の pH の上昇に対応して順に減少するはずであるが、対照区よりも SOD 活性
が低いので、PODや CATの活性が減少しても細胞外へ過酸化水素を漏出するに
至らなかったと考えられる。一方で、光は受動的に受けているため、光合成は対
照区と同様に行われている。Marquez らは、A. platensis に対して、培地中の溶存
酸素の増加によってクロロフィルが減少することを報告した 15)。したがって、





れたと考えられる。このように、対照区の培地中の Fe減少や、SMS 由来の CaO
の反応を初めとする Fe濃度の減少のメカニズムは、溶解度図の適用と抗酸化酵
素活性の照合によって明らかにすることができた。この仮説は対照区と SMS 添





本研究において、微細藻類 A. platensis の増殖促進効果が SMS 添加量 5 g L-1で
確認された。一方、A. platensis の色素やタンパク質含有量などの代謝物は増殖促
進された期間に SMSによって顕著な影響を受けなかった。増殖が抑制された期
間に、SMS 濃度依存的なフィコシアニンの減少が確認されたが、これは SMS に
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ての報告となる。さらに、クロロフィル a濃度も SMS 濃度依存的に上昇してお
り、クロロフィル a/b 比の増加が増殖促進に寄与していることを示唆する結果を















これまで SMS に関しては海水や淡水といった pH 中性付近でのみ検討されて






し、スピルリナの生物応答を SMS の溶出挙動と照合し、SMS の作用機序の理解
を試みた。 
第 5章ではスピルリナの同異種株（Arthrospila platensis NIES-39）というスピ





らかとなった。実験区で最も高い SMS 添加濃度 5g L-1において、最大の増殖促
進が認められ、細胞を加えない場合には 5g L-1 で最も鉄が溶出していたことか
ら、培養開始時に溶解している鉄を取り込むことにより、増殖促進効果を示した
と考えられる。一方で、溶解度図から、培地中の鉄イオンは水酸化物を形成し沈
殿することが示唆された。SMS からの Ca の溶出に起因する水酸化鉄の形成と















SMS 処理における欠点でもあった Ca溶出に伴う pH増加による影響は、アル
カリ環境で生息する微細藻類に対しては憂慮する問題ではなかった。アルカリ
環境下においても、培養 0 日目には、各成分の溶出が確認されており、SMS 施
肥の適用領域を、pH 中性からアルカリ域にまで拡充できることを示した。増殖
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図 S.4. 二酸化炭素の溶解度図 
 














































































図 S.5.  ボトリオコッカス培養時のBG-11培地への製鋼スラグの成分溶出 （■：












図 S.6.  ボトリオコッカスを培養しない場合の BG-11培地への製鋼スラグの成












図 S.7.  ボトリオコッカス培養時の BG-11 培地への高炉スラグの成分溶出（■：















図 S.8.  ボトリオコッカスを培養しない場合の BG-11培地への高炉スラグの成














図 S.10. BG-11 培地の pH 変化に対する初期 pH 制御の影響 （対照区 （●：

































































図 S.12. A. platensis M135株のタンパク質生産に対する製鋼スラグの効果 （■：
対照区、░：50 mg L-1 SMS、■：100 mg L-1 SMS、□：500 mg L-1 SMS、■：1,000 







































図 S.13. スピルリナ培養時の SOT 培地への製鋼スラグの成分溶出 （■：対照











図 S.14. スピルリナ細胞を培養しない場合の SOT 培地への製鋼スラグの成分
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